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LA THERAPIE GENIQUE : 

OU EN EST-ON ? 

Depuis I’euphorie des premieres annees, puis les disillusions des suivantes, 
les progres recents de la therapie genique ouvrent des perspectives prometteuses, 
en particulier dans certaines maladies hematopoietiques hereditaires ou tumorales. 
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Vecteurs de therapie genique 

Les vecteurs* le plus communement 
utilises pour introduire une information 
genetique dans des cellules matures ou 
dans des cellules plus immatures, voire 
des cellules souches du systeme hemato- 
poietique, sont des virus a ARN, des ade- 
novirus ou des virus associes a l’adenovi- 
rus. 

Vecteurs derives des retrovirus 

Les virus a ARN appeles retrovirus 
(fig. 1) sont des virus a enveloppe isoles 
dans tous les vertebres, qui peuvent etre 
classes en trois grandes families : oncore- 
trovirus, lentivirus et spumavirus. Les 
oncoretrovirus sont des virus relative- 
ment simples (ils codent seulement les 
genes structuraux gag, pol , et env), 
contrairement aux lentivirus et spumavi- 
rus qui ont une organisation complexe 


* Les vecteurs sont des vehicules utilises pour 
transporter les genes a l’interieur des cellules. II 
s’agit, dans la grande majorite des cas, de virus 
modifies. Bien qu’aucun virus ne soit parfait, le 
systeme de vectorisation ideal a des fins cliniques 
necessiterait de remplir les criteres suivants : une 
grande efficacite conduisant a la correction de la 
plus large proportion possible des cellules cibles ; 
dans le cas des maladies hereditaires, il devrait 
aboutir a une integration stable de fagon a ce que 
l’effet therapeutique puisse durer a long terme, 
voire toute la vie de l’individu. 


codant de nombreuses proteines addi- 
tionnelles. 1 

Oncoretrovirus 

Le sequengage complet du genome des 
oncoretrovirus et la connaissance detaillee 
de leur cycle de replication, y compris du 
mecanisme d’integration du provirus 


dans le genome de la cellule cible, ont fait 
naitre l’idee, dans les annees 1980, de les 
utiliser pour corriger des maladies mono- 
geniques en les utilisant comme « trans- 
porteurs ». Les vecteurs, derives du virus 
de la leucemie murine et defectifs pour la 
replication, ont ete generes en rempla- 



FIGURE 1 


Schema du retrovirus. 1) Attachement. 2) Penetration. 3) Decapsidation : liberation du genome 
viral et des proteines virales. 4) Retrotranscription : passage ARN, ADN. 5) Integration : passage de l’ADN v 
et integrase (enzyme viral) dans le noyau et insertion dans I’ADN genomique. 6) Synthese d’ARN : codant 
les proteines virales; servant a former le genome de nouveaux virions. 
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gant les sequences codantes du vims 
avec le gene therapeutique choisi. En 
plus du signal d’encapsidation (Psi) , ces 
vecteurs retiennent les longues repeti- 
tions terminales (LTR) et les sequences 
adjacentes indispensables pour la trans- 
cription inverse et Integration. La pro- 
duction du gene therapeutique du vec- 
teur est rendue possible grace a la region 
U3 du LTR ou grace a introduction d’un 
promoteur interne. Dans ce dernier cas, 
la region promotrice du vecteur (U3) est 
inactivee pour prevenir Taction promo- 
trice du LTR retroviral sur les genes avoi- 
sinant le site d’integration. 

Lentivirus 

En plus de gag, pol et env , les lentivirus 
codent trois a six autres proteines virales 
qui contribuent a la replication virale et a 
la persistance de infection. Parmi les 
lentivirus, ceux derives du virus de l’im- 
munodeficience humaine de type 1 (VIH-T) 
sont les plus utilises en clinique. VIH-1 
code six proteines accessoires. Les genes 
accessoires ne sont pas essentiels pour la 
production du vecteur ni pour la trans- 
duction des cellules et, par consequent, 
ont ete deletes dans la construction utili- 
see pour son encapsidation. 2 La security 
biologique des vecteurs derives de VIH-1 
a ete augmentee grace au developpement 
des vecteurs appeles « self-inactives ». 
Ces derniers ne contiennent pas le U3 
sauvage et par consequent ont une capa- 
city diminuee d’activer des genes cellulai- 
res proches du site d’integration (fig. 2). 
L’enveloppe glycoproteique de VIH-1 a 
une capacite infectieuse strictement res- 
treinte aux cellules qui expriment T anti- 
gene de membrane CD4 et ses corecep- 
teurs. Pour elargir le spectre d’infection 


de ces vecteurs, on peut les doter d’enve- 
loppes provenant d’autres virus, par 
exemple avec la glycoproteine d’enve- 
loppe (env) du virus de la stomatite vesi- 
culaire (VSV-G) ou avec la glycoproteine 
d’enveloppe du virus de la leucemie du 
singe (GALV). 

Vecteurs derives du virus associe 
a Tadenovirus (AAV) 

L’adenovirus appartient a la famille des 
Parvoviridse. Outre leur innocuite, les 
vecteurs issus de l’AAV ont un large spec- 
tre de cellules hotes independamment de 
leur etat de division. De plus, le genome 
viral a la capacity de s’integrer dans le 
genome hote. Cependant, cette integra- 
tion est non specifique, contrairement a 
Tadenovirus sauvage qui, lui, s’integre 
sur le chromosome 19. II faut cependant 
souligner que ces vecteurs ne permet- 
tent le transfert que de petits transgenes 
(4,5 kb). De plus, malgre un tropisme 
cellulaire etendu, Tefficacite d’infection 
n’est pas equivalente dans toutes les cel- 
lules. A ce jour, les vecteurs derives de 
AAV se sont distingues par leur efficacite 
dans le transfert de genes dans le muscle, 
le foie, le systeme nerveux central et la 
retine. 

Une place croissante 

dans le traitement des maladies 

hereditaires 

Deux essais therapeutiques concernant 
des maladies hereditaires du systeme 
immunitaire ont apporte la preuve du 
principe selon lequel la therapie genique 
peut constituer une approche therapeu- 
tique a la fois puissante en termes d’effi- 


cacite, et stable au cours du temps. 3 4 Plus 
de 13 ans se sont ecoules depuis que le 
premier patient atteint de deficit immuni- 
taire combine severe (DICS) lie au 
chromosome X (DICS-X1) a reconstitue 
de fagon stable le compartiment lympho- 
cytaire T qui lui faisait defaut. Les deux 
defauts hereditaires du systeme immuni- 
taire corriges par therapie genique avec 
des resultats incontestables sont classes 
parmi les DICS, maladies immunitaires 
les plus graves que Ton connaisse. La 
physiopathologie de ces deux defauts dif- 
fere. En effet, le DICS-X1, consequence 
de la mutation de la chaine y commune du 
recepteur membranaire des cytokines 
hematopoietiques, est caracterise par un 
blocage tres precoce de la differentiation 
lymphocytaire. Le defaut en adenosine 
deaminase (ADA) est une maladie meta- 
bolique dans laquelle la mort cellulaire 
precoce par apoptose, essentiellement 
liee a l’accumulation des metabolites 
toxiques de l’adenine, affecte l’ensemble 
des precurseurs lympho-hematopoie- 
tiques et des epitheliums de Torganisme, 
meme si les effets cliniquement plus gra- 
ves sont ceux lies a l’atteinte du systeme 
immunitaire dans sa totality. Au total, 
38 malades atteints de ces deux formes 
de DICS traites par therapie genique ont 
aujourd’hui un suivi clinique compris 
entre 11 ans et 1 an. 3 6 Leur evaluation 
permet ainsi un « bilan d’etape ». Gueri- 
son des infections virales de pronostic 
grave au moment du traitement, restau- 
ration de Timmunite adaptative, reprise 
de la croissance staturoponderale et vie 
familiale et scolaire normales sont les 
points communs de ces essais. La survie 
avec restauration d’un phenotype immu- 
nologique normal est de 83 % a 10 ans 
pour les patients traites pour DICS-X1, et 
de 70 % pour les patients atteints de defi- 
cit en ADA (traites a Milan, Londres, Was- 
hington et Los Angeles). 6 Ce bilan tient 
bien entendu compte des 5 cas de leuce- 
mie aigue lymphoblastique survenus au 
cours des essais DICS-X1 de Paris et de 
Londres qui ont conduit a leur interrup- 
tion. Les essais de therapie genique se 
sont progressivement elargis a d’autres 



PGK 

EFIa 


FIGURE 2 


Vecteurs self-inactives. La transcription du gene therapeutique est rendue possible grace 
a I’introduction d’un promoteur interne. La region U3 du LTR a ete presque entierement deletee. 

LTR: long terminal repeats] SD: splice donor ; PGK: phosphoglycerate-kinase-1 promoter ; 

EFIa : elongation factor-la. 
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maladies hereditaires du systeme hema- 
topoietique : la granulomatose septique 
chronique, 7 le syndrome de Wiskott- 
Aldrich, les maladies hereditaires de la 
peau (epidermolyse bulleuse), 8 de l’oeil 
(retinite pigmentaire), 9 et plus recem- 
ment une maladie degenerative du 
systeme nerveux central 10 et la betatha- 
lassemie, avec des resultats tres encoura- 
geants. 11 

En effet, un essai clinique utilisant un 
vecteur lentiviral a permis a un jeune 
homme de 20 ans atteint de betathalas- 
semie pE/pO de ne plus etre transfuse 
depuis plus de 4 ans et demi. 11 

Traitement de certaines tumeurs 
du systeme hematopoietique 

Le transfert adaptatif des differentes 
sous-populations de lymphocytes T 
matures dans le but de traiter une mala- 
die hereditaire ou acquise est l’approche 
la plus ancienne, y compris pour le traite- 
ment du cancer, qui a recemment gagne 
eu interet grace aux progres de l’ingenie- 
rie cellulaire. En effet, l’effet therapeu- 
tique le plus important obtenu avec des 
lymphocytes T non manipules est l’effet 
allogenique, a savoir l’activite « contre 
l’autre », et done l’activite antitumorale 
qui suit l’injection de lymphocytes d’un 
sujet sain. 

De fagon retrospective, il est counu de 
longue date que l’effet antitumoral 
« puissant et stable » observe apres 
greffe de cellules souches hematopoie- 
tiques est du au transfert de lymphocytes 
matures et fonctionnels du donueur. 

L’existence d’une correlation forte 
eutre la presence de lymphocytes T 
iutratumoraux et un pronostic favorable 
de certaines tumeurs ovarieunes 12 et du 
colon 13 constitue la preuve in vivo du 
role du systeme immunitaire dans le 
controle non seulement des infections 
virales mais egalement du cancer. 

C’est dans le but d’utiliser des lympho- 
cytes T armes contre certains types de 
tumeurs que la therapie genique a mon- 
try une certaine efficacite dans ce 
contexte. Les recepteurs chimeriques 



FIGURE 3 


Representation 
schematique d’un 
recepteur de I’antigene 
chimerique 
en comparaison 
avec un recepteur T 
physiologique. 

A droite, CD28, 4-1 BB 
et la chaine \ sont des 
molecules costimulatives 
qui permettent d’activer 
un lymphocyte T sans 
passer par le TCR 
(a gauche) physiologique. 


sont des recepteurs artificiels de lym- 
phocytes T qui associent les fragments 
variables S-cellulaires a simple chaine 
(scSv) d’un auticorps avec les domaines 
iutracellulaires de signalisation comme 
ceux de CD3£, ou Fc (e) Rly (fig. 3). 14 Une 
fois exprime a la membrane d’un lympho- 
cyte T, ce recepteur se passe de la neces- 
sity de la presentation antigenique via le 
complexe majeur d’histocompatibilite 
(HLA), car ces nouveaux recepteurs se 
lient directement a la cellule cible. Le 
point crucial de cette approche est 
l’identification d’antigenes caracterises 
par une grande difference d’expression 
entre la cellule tumorale et les tissus 
sains ou idealement ils devraient etre 
absents. Plusieurs recepteurs chime- 
riques, appeles chimeric antigen recep- 
tors (CAR), ont ete developpes, 15 et au 
moins 4 ont ete e values cliniquement. 16-19 
Trois de ces quatre protocoles ont ete 
caracterises par une faible expression du 
transgene et une prise limitee de lym- 
phocytes T genetiquement modifies. 
Dans une etude 19 ciblant l’anhydrase car- 
bonique IX (CAIX) exprimee par les cel- 
lules du carcinome metastatique renal, 
les cellules T modifiees sont detectables 
en circulation seulement pendant les 
2 mois suivant l’injection ; de fagon non 
prevue, il a ete observe une importante 
toxicite hepatique due a la presence de 


l’antigene sur les cellules des voies biliai- 
res. Pour optimiser l’activite cytotoxique 
de ces cellules, il faut accroitre leur capa- 
city de transduction du signal par un ele- 
ment intracellulaire de costimulation 
normalement fourni par la transmission 
du signal via les recepteurs CD8, CD3 et 
4-1BB. Deux autres cibles tumorales en 
cours devaluation chez l’homme sont 
representees par les antigenes CD 19 et la 
mesotheline. CD 19 est exp rime dans un 
grand nombre de pathologies malignes 
telles que les leucemies aigues lympho- 
blastiques pro- et pre-B, les lymphomes 
non hodgkiniens, la leucemie lymphocy- 
taire chronique B. La mesotheline est 
une molecule GPI-liee surexprimee par 
de nombreux cancers du poumon, les 
tumeurs du pancreas et de l’ovaire. 
L’equipe de Sadelain et Riviere a New 
York realise actuellement le premier 
essai clinique avec des lymphocytes T 
armes contre le CD 19 avec des resultats 
plus qu’encourageants. 

Autres applications de la therapie 
genique 

D’autres essais cliniques fondes sur 
l’utilisation des virus AAV ont donne des 
resultats assez importants dans le cadre 
de la correction de la cecite de Leber et 
de l’hemophilie B par injection, dans un 
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cas dans la retine et dans l’autre cas 
directement dans le foie, des virus AAV 
contenant le gene therapeutique. Ces 
nouveaux virus AAV sont caracterises 
par une faible activite immunogenique, 
ce qui laisse esperer leur plus large utili- 
sation pour cbautres maladies metabo- 
liques du foie et pour d’autres patholo- 
gies de l’oeil*. 

Enfiu, il faut mentiouner les essais the- 
rapeutiques fondes sur l’utilisation de la 
therapie genique pour proteger les sujets 
infectes par le VIH. Le ratiounel de cette 
therapie est fonde sur l’introduction des 
pieges du virus directement dans les cel- 
lules souches hematopoietiques de l’indi- 
vidu malade ou dans ses lymphocytes T. 
Pour le VIH, les pieges le plus frequem- 
ment utilises sont representes par l’inhi- 
bition de l’entree du virus, par deletion 
des corecepteurs membranaires CCR5 et 
par l’inhibition de la fusion de l’enve- 
loppe du VIH avec la membrane cellu- 
laire. II est certain que meme si ces essais 
cliuiques eu sont encore a leurs balbutie- 
meuts, ils laissent esperer que les infor- 
mations que l’on pourra en tirer serviront 
a batir de nouveaux protocoles cliuiques 
plus efficaces qui vout entrer de plain- 
pied dans l’arsenal therapeutique des 
patients iufectes par le VIH. 

Therapie genique, genotoxicite 
et prevention des effets indesirables 

L’analyse des effets cliuiques de la the- 
rapie genique ue peut pas s’arreter a ce 
bilau fragmeutaire et forcement reduc- 
teur, uombre de questions biologiques 
non resolues et soulevees par l’ensemble 
de ces essais cliuiques doivent etre evo- 
quees. La connaissance de la sequence 
du genome humaiu, couplee aux possibi- 
lity de sequengage a haut debit, a per- 
mis de mieux apprehender la biologie de 
l’integration des retrovirus de type 
gamma utilises dans ces essais cliuiques. 


* Des essais de therapie genique sont egalement 
en cours concernant le cancer et quelques mala- 
dies musculaires. 


Ces retrovirus s’integrent de fagon par- 
tiellement aleatoire et tres preferentiel- 
lemeut au seiu des genes, et ce d’autant 
plus que ces genes sont activement 
transcrits. Leur integration cible plus 
particulierement le site d’initiation de la 
transcription, des ilots CpG et toutes les 
regions responsables de la regulation de 
la transcription avec une preference 
pour les regions promotrices-regulatri- 
ces (de certaines categories de genes). 
Le LTR retroviral est un promoteur capa- 
ble de dereguler l’expression de genes 
proches du site d’integration. 20 Nean- 
moins, ces connaissauces ne suffisent 
pas a expliquer pourquoi quatre leuce- 
mies se sont developpees dans l’essai 
frangais et une dans l’essai anglais realise 
pour la meme indication (DICS-X1), 
mais aucuue parmi 18 patients atteints 
de deficit en ADA traites par therapie 
genique. La physiopathologie de la mala- 
die-cible peut fournir une explication 
supplementaire non encore validee for- 
mellement. 

Une approche possible pour essayer de 
diminuer le developpement de ces effets 
indesirables consiste eu la modification de 
vecteurs retroviraux afiu de les rendre 
moins toxiques tout en conservant leur 
efficacite therapeutique. Ont fait leur 
entree en cliuique des retrovirus de type 
gamma ou des lentivirus dont les LTR out 
ete inactives par deletion des sequen- 
ces U3 et l’ajout de promoteurs internes 
dits faibles car sans sequence activatrice 
ou des promoteurs dont l’expression est 
specifique de tissu. 

La genotoxicite par mutagenese inser- 
tionnelle, qui etait la cause de l’arret des 
premiers essais cliuiques fondes sur l’uti- 
lisation de l’oncoretrovirus humain, a 
conduit a l’introduction dans les proto- 
coles de therapie genique de vecteurs 
avec region promotrice du retrovirus 
inactivee, de fagon a enrayer l’effet 
toxique sur les sequences geniques pro- 
ches de l’insertion du retrovirus. Ces nou- 
veaux vecteurs, nommes retrovirus self- 
inactives, out ete iutroduits en cliuique 
humaine depuis 2006 dans les essais the- 
rapeutiques pour l’adrenoleucodystro- 


phie liee a l’X, la betathalassemie et 
recemment dans l’essai multicentrique 
international pour les patients atteints de 
la maladie de Wiskott-Aldrich. Le recul 
pour les malades ayant beneficie d’un tel 
trait ement varie aujourd’hui entre 6 aus 
et 1 an pour les malades plus recemment 
traites. Chez aucun de ces patients il u’a 
ete mis en evidence de complication de 
type leucemique. Si leur suivi continue 
l’absence d’effets toxiques, ces essais 
occuperont certaiuement une place de 
plus en plus importaute dans l’arsenal 
therapeutique de toutes les maladies 
hereditaires du systeme hematopo'ietique 
et dans certaines maladies acquises. • 


M. Cavazzana-Calvo declare ne pas avoir de lien 
d’interets. 


summary Gene therapy: where do we stand? 

Gene therapy is a form of molecular medicine based on the 
addition of a corrected copy of a gene to the somatic cells 
of an individual in order to cure or to alleviate the 
underlying disease. This approach provides new targeted 
therapies for an increasing number of acquired or inherited 
diseases. Since its very first beginning in the 90’s 
essentially for cancer treatment, this therapeutical 
approach has met unpredicted obstacles as well as true 
success. Recently, significant clinical benefits have been 
reported for several inherited diseases of the hematopoietic 
system but also of the retina and some cancers, widening 
its application provided that severe adverse events can be 
efficiently and stably prevented. 

resume La therapie genique: ou en est-on? 

La therapie genique est une forme de medecine 
moleculaire ciblee qui utilise I’introduction d’un gene 
therapeutique dans une cellule somatique d’un individu 
malade dans le but d’ameliorer ou de soigner la maladie 
dont il souffre. Cette strategie peut aujourd’hui permettre la 
mise au point de nouveaux traitements cibles pour un 
nombre croissant de maladies hereditaires et acquises. 
Debutee dans les annees 1990 essentiellement pour le 
cancer, elle a subi, au cours des vingt dernieres annees, 
succes et deceptions. Les progres recents pour les 
maladies hereditaires du systeme hematopo'ietique mais 
egalement de la retine, et pour certaines maladies 
tumorales ouvrent des perspectives prometteuses a la 
condition d’etre capables d’enrayer et de prevenir 
efficacement les effets toxiques. 
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Pour tous renseignements : abo@gmsante.fr 
Tel. : 01 55 62 69 75 | Fax : 01 55 62 69 56 


□ Je souhaite recevoir 
une facture acquittee 


Je regie mon abonnement au prix de 


€ par : 


□ cheque a I’ordre de Global Media Sante 

□ carte bancaire (sauf American Express) 


i i i 


i i i 


i i i 


Expire fin : 


Merci d’inscrire les 3 derniers 
chiffres figurant au dos 
de votre carte bancaire 



Je complete les informations me concernant : □ M. □ Mme 
Norn : Prenom : 


IO . 


Rue : 


Code postal : 
Tel.: 


Ville 


E-mail : 


□ J’accepte d’etre inscrit au site egora.fr, 

le site des professionnels de sante 


□ J’accepte de recevoir les newsletters 
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Avril 2013 



TOUS DROITS RESERVES - LA REVUE DU PRATICIEN 


Conformement a la loi Informatique et libertes, vous disposez d’un droit d’acces et de rectification pour 
les informations vous concernant, que vous pouvez exercer librement aupres de Global Media Sante- 
service abonnements - 31 4, bureaux de la colline - 9221 3 Saint-Cloud cedex. 






